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ABSTRAK 
 
Tujuan yang akan dicapai dalam penelitian ini adalah mengetahui pengaruh 2,4-D 
terhadap pertumbuhan dan perkembangan eksplan biji muda kedelai slamet kultur in vitro. 
Penelitian dilakukan secara eksperimen dengan rancangan percobaan Rancangan Acak 
Kelompok (RAK), perlakuan yang diberikan adalah konsentrasi 2,4-D yang terdiri dari 4 
macam konsentrasi yaitu 0 µM/L; 5 µM/L; 10 µM/L dan 15µM/L, masing-masing perlakuan 
diulang 3 kali. Parameter yang diamati perkembangan eksplant meliputi : prosentase 
pertumbuhan melalui pembentukan kalus maupun proses embriogenesis, waktu tumbuh kalus, 
berat basah kalu dan jenis kalus yang terbentuk. Hasil penelitian menunjukkan bahwa eksplant 
tumbuh kalus. Perlakuan 2,4-D dengan konsentrasi 15 µM/L menunjukkan waktu tumbuh kalus 
yang paling cepat. Perlakuan 2,4-D tidak mempengaruhi secara nyata terhadap berat basah dan 
prosentase kalus yang tumbuh. Sebagaian besar kalus yag tumbuh bersifat kalus embrionik yang 
memungkinkan kalus dapat terferensiasi menjadi tanaman. 
Kata kunci : kedelai varietas Slamet, 2,4-D, kultur in vitro, kalus 
 
 
ABSTRACT 
 
Objectives to be achieved in this study was to determine the effect of 2,4-D on growth and 
development of young soy beans slamet explant cultures in vitro. Research conducted 
experiments with experimental design randomizedcompletely block design (RCBD), the 
treatment given is the concentration of 2,4-D which consists of 4 kinds of concentrations e.i: 0 
μM/L, 5 μM/L, 10 μM/L and 15 μM/L, each treatment was repeated 3 times. Eksplant growth 
parameters observed include: the percentage of callus formation and growth through the 
process of embryogenesis, callus growing time, callus wet weight and the type of callus formed. 
The results showed that eksplant growing callus. Treatment with 2,4-D concentration of 15 
μM/L showed a callus growing the fastest. 2,4-D treatment did not significantly affect the wet 
weight and percentage of callus growth. In most callus yag embryonic callus growth is enabling 
callus can terferensiasi into plants. 
Keywords: soybean varieties Slamet, 2,4-D, in vitro culture, callus 
 
 
PENDAHULUAN 
 
Kedelai varietas Slamet merupakan kedelai yang tahan terhadap penyakit karat, 
mempunyai produkifitas cukup tinggi 2,6 ton/Ha yang dilepas pada tahun 1995 (Sunarto, 1997). 
Hasil penelitian Budisantoso (1999), menunjukkan bahwa varietas Slamet tahan terhadap 
kekeringan, pertumbuhan dan hasil tanaman mulai menurun pada kadar air tanah 50% dari 
kapasitas lapang. Adanya kenyataan tersebut maka perlu mengetahui bagaimana respon biji 
muda terhadap pemberian 2,4-D dalam media MS dalam rangka memperoleh tanaman baru 
melalui kultur in vitro. Dengan pelakuan hormon tanaman (2,4-D) eksplant yang ditumbuhkan 
dapat diinduksi untuk membentuk tanaman melalui tahapan embrionik yaitu melalui tahapan 
globuler, jantung yang menghasilkan kotiledone dan bentuk terpedo (Widoretnoet al., 2003a). 
Tujuan penelitian ini adalah mengetahui bagaimana respon biji muda kedelai var Slamet yang 
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ditumbuhkan dalam media MS yang mengandung 2,4-D dalam kultur in vitro, sehinggakallus 
maupun planlet yang dihasilkandapat dimanfaatkan untuk penelitian selanjutnya diantaranya 
mendapatkan tanaman tahan kering dengan perlakuan PEG maupun tahan terhadap tanah 
masam. 
Kedelai varietas. Slamet mempunyai produktivitas lebih tinggi dari tetuanya dan tahan 
terhadap kekeringan (Budisantoso dan Hartiko, 2001). Kedelai varietas Slamet merupakan 
kedelai yang dilepaskan pada masyarakat pada tahun 1995, merupakan kedelai yang tahan pada 
tanah masam, tahan pada kondisi kering, dengan rata-rata berat 100 biji adalah 12,5 g atau 
mempunyai produktivitas 2,26 ton/Ha dengan kandungan protein biji 34%, sementara tetuanya 
Varietas Wilis berat 100 biji adalah 10 g, produktivitas 1,6 ton/Ha dan kandungan protein biji 
37% sedangkan varietas Dempo berat 100 biji adalah 12 g, produktivitas 1,5 ton/Ha. Kenyataan 
tersebut menunjukkan bahwa kedelai varietas Slamet mempunyai produktivitas yang cukup 
tinggi,  namun akhir-akhir ini ukuran biji varietas Slamet telah menurun, karena diduga 
mengalami segregasi genetik, hal ini ditunjukkan dari hasil pengamatan awal berat 100 biji yang 
dipanen pada bulan Oktober 2008 adalah 7,58 g. 
Upaya peningkatan produktivitas varietas slamet telah banyak dilakukan diantaranya 
dengan menggunakan teknologi sonik bloom yaitu menggunakan suara berfrekuensi tinggi yang 
dibarengi dengan pemberian hara tanaman. Hasil penelitian menunjukkan bahwa teknologi 
sonik bloom dapat meningkatkan berat kering tanaman dan berat biji/tanaman (Budisantoso dan 
Proklamasingsih, 2003). Upaya lain untuk meningkatkan produktivitas adalah dengan perlakuan 
kolkisin dengan konsentrasi 0,25-0,75 %, yang direndaman selama 6-24 jam. Biji yang telah 
mendapat perlakuan kolkisin ditanam dalam media tanah. Hasil penelitian menunjukkan bahwa 
perlakuan kolkisin mampu mengubah penampilan pertumbuhan awal (kecambah).  Pada umur 
20 hst (hari setelah tanam) tanaman mati karena bulu-bulu akar tidak tumbuh sehingga tanaman 
tidak mampu menyerap hara (Budisantoso dan Kamsinah, 2009).  
Adanya kenyataan tersebut di atas maka perlu upaya penelitian lebih lanjut, guna 
menghasilkan tanaman kedelai yang lebih unggul. Dalam penelitian ini, embrio kedelai varietas 
slamet yang masih mudah dalam proses pengisian polong ditanam dalam media MS dengan 
penambahan hormon 2,4-D untuk menginduksi proses embriogenesis, maupun pembentukan 
kallus selanjutnya kallus diinduksi untuk membentuk planlet. 
Perbanyakan tanaman secara in vitro dapat dilakukan dengan dua metode yaitu melalui 
organogesis dan embriogenesis (Litz dan Gray, 1995).  Dibandingkan dengan organogensis 
teknik embriogensis lebih unggul karena mampu menghasilkan embrio bipolar dari sel atau 
jaringan vegetatif. 
Keberhasilan kultur  in vitro sangat bergantung pada media yang digunakan. Media kultur 
in vitro  yang digunakan harus mengandung air, unsur-unsur hara makro dan mikro, vitamin 
serta sumber karbon. Perbanyakan tanaman secara in vitro pada umumnya menggunakan media 
MS (Murashige dan Skoog, 1962) karena kandungan unsur-unsur haranya baik makro maupun 
mikro lebih lengkap dibandingkan dengan media dasar lainnya dan sebagian besar jenis 
tanaman memberikan respon positif terhadap penggunaan media ini (Noerhadi, 1989). Hal ini 
ditunjukkan pula pada induksi kallus papaya (Sutanno dkk, 2008),  kallus bawang merah 
(Mariani dkk, 2003), embriogenesis kedelai (Mariska dkk, 2004; Chao Yang et al., 2009). 
Srilestari (2005) membandingkan media MS dengan B5 (Gamborg) untuk pembentukan 
kallusdari embrio kacang tanah, ternyata media MS memberikan pertumbuhan kallus yang lebih 
baik dari pada media B5. Narayanaswami (1994) menyatakan bahwa media MS mengandung 
nitrat, amonium dan kalium lebih tinggi dari kebanyakan media lainnya, sehingga akan 
mempengaruhi pembentukan tunas in vitro, dengan cara meningkatkan sintesis sitokinin. Franch 
et al. (1985) menambahkan bahwa nitrat dan kalium berperan dalam mendukung pertumbuhan 
eksplan. 
Komponen yang penting dalam keberhasilan kultur in vitro adalah penambahan zat 
pengatur tumbuh (ZPT). 2,4-D (dichlorophenoxyacetic) merupakan salah ZPT golongan auxin 
yang sering digunakan dalam kultur in vitro (Fernando et al., 2002), karena lebih stabil bila 
dibandingkan dengan auxin lainnya. Mariani dkk (2003) menunjukkan bahwa penggunaan 2,4-
D dalam media MS dengan konsentrasi 0,5 – 1 M akan menstimulir pembentuk kallus bawang 
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merah, namun apabila konsentrasi 2,4-D 0,1 M akan membentuk kallus yang diikuti 
terbentuknya embriogenesis. Hasil penelitian Aisyah dkk. (2007) penggunakan 2,4-D dalam 
media MS dengan konsentrasi 8 ppm baik  untuk menstimulir pembentukan kallus pepaya. 
Mariani dkk (2003), bila dibandingkan dengan auxin lainnya 2,4-D sangat baik untuk 
menstimulis pembentuk kallus. 
Menurut Bhojwani dan Razdan (1983), zat pengatur tumbuh dalam kultur in vitro dapat 
merangsang pertumbuhan dan morfogenesis eksplan. Kinetin dan auxin sering ditambahkan 
dalam media untuk memacu pembentukan kalus dan diferensiasi jaringan (Akiyoshi et al., 
1983). Kinetin merupakan salah satu zat pengatur tumbuh yang sering digunakan dalam media 
teknik kultur jaringan karena aktif pada konsentrasi rendah (5 – 50 M), relatif stabil, mudah 
diserap dan mudah dimetabolismekan. Kinetin merupakan zat pengatur tumbuh golongan 
sitokinin yang berpengaruh pada pembelahan sel (Wareing dan Phillips, 1982) dan 
pemanjangan sel (Ross dan Rayle, 1982). Hasil penelitian Kamsinah (2005) menunjukkan 
bahwa jenis sitokinin memberikan pengaruh yang nyata terhadap pertumbuhan palea dan lemma 
padi secara in vitro, zat pengatur tumbuh kinetin (pada konsntrasi 10 M) memberikan 
pertumbuhan yang lebih baik apabila dibandingkan dengan BAP. Pemberian kinetin dalam 
media MS memberikan pertumbuhan kalus hypokotil kedelai yang lebih baik dari NAA. Auxin 
akan berpengaruh pada pertumbuhan dan morfogenesis, pada sel akan berpengaruh pada 
pembelahan, dan pembesaran (Dietz et al., 1990). Hasil penelitian Sudrajat el al. (2002), 
kombinasi kinetin dan auxin dapat meningkatkan pembentukan kalus batang enceng gondok. 
Di dalam kultur in vitro, eksplan yang dipergunakan merupakan bagian kecil dari 
tanaman dan bukan satu individu tanaman. Untuk itu banyak bahan-bahan organik yang harus 
ditambahkan ke dalam media untuk mendukung pertumbuhan yang optimal. Karbohidrat 
terutama gula, merupakan komponen yang selalu ada dalam media tumbuh, kecuali dalam 
media untuk tujuan yang spesifik. Dalam media MS kandungan sukrosa berkisar 3% atau 30 g/L 
media, jumlah tersebut cukup baik untuk pembentukan kallus (Fernando et al., 2002). 
Pada tanaman kedelai, eksplan yang digunakan dalam kultur in vitro sangat beragam, 
dapat menggunakan apikal akar, batang maupun jaringan meristimatis daun, namun kendala 
yang dihadapinya adalah trikhoma yang menutupi seluruh permukaan daun, sehingga 
menyulitkan dalam strilisasi. Namun kendala ini dapat diatasi dengan penambahan tween, 
namun demikian tetap dapat meningkatkan resiko kontaminasi. Rodrigues et al. (2006) 
mendapakan kesulitan pada waktu mengkultur mikropora dan pollen tanaman kedelai, diantara : 
1) trikhoma banyak menutupi kuncup bunga, sehingga akan berpengaruh pada sterilisasi, 2) 
kuncup bunga tidak menunjukan respon pada kultur in vitro, 3) sedikitnya jumlah mikropora 
bunga, 4). Pollen bunga kedelai sangat kecil (dengan ukuran 3-3,5 mm), sehingga sangat 
menyulitkan untuk di kultur. Adanya kenyataan tersebut maka perlu dicoba dengan 
menggunakan eksplan embrio muda kedelai, selain itu dengan menggunakan embrio akan 
memudahkan strilisasi biji, sehingga tingkat keberhasilan sangat besar. 
 
 
METODE ANALISIS 
 
1. Materi dan Metode Penelitian 
Materi yang digunakan dalam penelitian ini adalah biji kedelai Varietas Slamet yang 
diperoleh dari breeder yaitu Prof. Dr Sunarto. Bahan yang digunakan terdiri dari alkohol, 
aquadestilata, HCL 1N, NaOH 1N, media dasar Murashige & Skoog (MS) dan hormon tumbuh 
2,4-D. 
Penelitian dilakukan secara eksperimen dengan rancangan percobaan Rancangan Acak 
Kelompok (RAK), perlakuan yang diberikan adalah 2,4-D dengan konsentrasi 0; 5; 10 dan 15 
µM. Eksplan biji muda ditanam dalam media MS sesuai dengan perlakuan yang ditempatkan 
pada petridisk. Tiap petridisk ditanam 5 buah eksplan, ulanga sebanyak 3 kali.Parameter yang 
diamati dalam penelitian ini adalah waktu tumbuh kallus, prosentase kallus yang tumbuh, berat 
basah kallus, tipe kallus yang tumbuh dan prosentase pertumbuhan melalui embryogenesis.  
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2. Cara Kerja Penelitian 
Media kultur yang digunakan yaitu media Murashige & Skoog (MS)yang digunakan 
untuk setiap perlakuan sebanyak 200 ml. Kedalam 50 ml aquades, ditambahkan 100 ml larutan 
stok hara makro, 0,8 ml larutan stok hara mikro, 1 ml larutan stok iodin, 1 ml larutan stok 
vitamin, 0,25 ml larutan stok EDTA, 1 ml larutan stok besi, 80 mg mioinositol, 6 g sukrosa. 
Atur pH hingga mencapai 5,85 dengan penambahan NaOH 1 N atau HCL 1 N. Tambahkan 7 g/l 
agar dan aquades hingga mencapai volume 200 ml. 
Penanaman dilakukan dalam Laminar Air Flow Cabinet. Bahan tanam berupa buah 
kedelai yang masih terjadi pengisian polong (15 hari setelah anthesis), dilakukan strerilisasi 
dengan alhkohol 70% selama 3 menit, cuci dengan menggunakan aquadet steril sebanyak 3 kali. 
Sterilisasi dilakukan kembali dengan menggunakan HgCl 2% selama 5 menit dan dicuci 
kembali dengan aquadet steril sebanyak 3 kali. Embrio dikeluarkan dari dalam polong, dibuang 
kulit ari dan dibelah selanjutnya ditanam dalam media yang telah dipersiapkan. Masing-masing 
embrio yang telah ditanam diberi label sesuai dengan perlakuan media. Setiap hari eksplant 
yang telah ditanam diamati untuk mengetahui waktu tumbuh 
Embrio yang telah ditanam disimpan ditempatkan dalam ruangan inkubasi dalam kondisi 
gelap guna menginduksi embriogenesis. Apabila telah terbentuk tanaman botol tanam 
dikeluarkan dan diberi penyinaran dengan intensitas cahaya yang didapat dari lampu neon 
sebesar 600 - 1000 lux yang dinyalakan secara kontinyu. Apabila terjadi kontaminasi maka 
segera ditanam kembali sesuai dengan perlakuannya. 
Pengamatan dilaklukan setiap hari dengan cara menghitung jumlah prosentase 
embriogensis yang terjadi. Data hasil pengamatan dianalisis dengan mengunakan uji F dengan 
taraf kepercayaan 95% dan 99%, yaitu untuk mengetahui pengaruh perlakuan yang dicobakan. 
Apabila menunjukkan bedanya nyata, dilanjutkan uji lanjut BNT untuk mengetahui perbedaan 
antar perlakuan. 
 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
Berdasarkan pengamatan ekpalan yang telah ditanam dalam media MS menunjukkan 
bahwa perlakuan 2,4-D memberikan pengaruh terhadap perkembangan eksplan biji muda 
kedelai (Tabel 1). Hal ini sesuai dengan penelitian Widoretno et al. (2003b); Fernando et al. 
(2002), penggunaan 2,4-D akan memberikan pengaruh positif terhadap perkembangan eksplan 
kedelai. 
 
Tabel 1.  Data hasil pengamatan eksplan biji kedelai yang ditumbuhkan dalam media MS 
dengan perlakuan 2,4-D 
Perlakuan 
Waktu tumbuh 
kalus (hari) 
Prosetase terbenuk 
kalus (%) 
Berat basah kalus (mg) Type kalus 
Ulangan 
rerata 
Ulangan  
rerata 
Ulangan  
rerata I II III 
1 2 3 1 2 3 1 2 3 
0 µM 10 8 11 9,67 87,5 75 75 79,17 11,5 12,5 7,5 10,50 58,33 0 16,67 
5 µM 15 13 14 14 62,5 75 62,5 66,67 10,5 6,5 14,5 10,50 54,17 0 12,5 
10 µM 12 13 14 13 87,5 75 75 79,17 6,5 11,5 1,5 6,50 58,33 0 16,67 
15 µM 20 18 19 19 100 75 75 83,33 6,5 2,5 7,5 5,50 54,17 0 16,67 
Keterangan : Kalus Type I : Embrionik; type II : Proliferatif; type III : Senesen 
 
Setelah dilakukan analisis data ternyata 2,4-D memberikan pengaruh  sangat nyata 
terhadap waktu tumbuh kalus (Tabel 2). Semakin tinggi konsentrasi 2,4-D yang diberikan 
pertumbuhan kalus semakin cepat. Perlakuan  2,4-D 15 µM memberikan pertumbuhan kalus 
yang paling cepat yaitu 9,67 hari (Gambar 1). Hal ini berbeda dengan penelitian Budisantoso et 
al. (2011), bahwa perlakuan 2,4-D pada eksplan  kotiledon akan menghambat pertumbuhan 
kalus. Perbedaan ini dikarenakan adanya perbedaan kondisi internal eksplan, pada penelitian 
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Budisantoso et al. (2011), eksplan yang digunakan adalah biji kedelai yang telah dipanen 
sehingga merupakan biji yang matang dan dikecambahkan terlebih dahulu untuk memudahkan 
pemisahan antara embrio dan kotiledon, sedangkan pada penelitian ini eksplan yang digunakan 
adalah biji yang mulai melakukan pengisian dalam polong, sehingga merupakan biji muda yang 
tidak dapat dipisahkan antara embrio dan kotiledon. 
 
Tabel 2. Analisis Sidik Ragam Pengaruh 2,4-D terhadap Waktu Tumbuh Kalus Biji Kedelai 
Varietasn  Slamet dalam media MS 
No Sumber keragaman Df SK MS F hitung 
F tabel 
F 5% F 1% 
1 Ulangan 2 5,167 2,583 2,82
ns
 5,14 10,92 
2. Perlakuan 3 134,250 44,750 48,82** 4,76 9,78 
3 Galat 6 5,500 0,917 - - - 
4 Total 11 144,917 - - - - 
Keterangan :** berbeda sangat nyata 
ns
 tidak berbeda nyata 
 
 
Keterangan : huruf yang sama terletak diatas data waktu tumbuh kalus menunjukkan tidak 
berbeda nyata pada uji BNT 5%. 
Gambar1. Histogram pengaruh 2,4-D terhadap Waktu Tumbuh Kalus biji Keledai Varietas 
Slamet 
Hasil analisis data terhadap berat basah kalus dan prosentase kalus yang tumbuh 
menunjukkan bahwa perlakuan 2,4-D yang diberikan tidak memberikan pengaruh nyata (Tabel 
3). Hal ini disebabkan 2,4-D akan mengisiasi hingga terbentuk kalus, namun dalam 
perkembangan selanjutnya perlu dilakukan regeresi kalus dengan cara memindahkan ke dalam 
media baru, apabila hal ini tidak dilakukan maka kalus akan mengalami senesen. Hasil ini 
ditunjukkan pula adanya korelasi antara berat basah kalus dengan waktu tumbuh (r = -0,448), 
dengan bertambahnya waktu tumbuh kalus maka berat basah kalus akan berkurang yang 
disebabkan terjadinya senesen yang akhirnya akan megalami kematian. 
Tabel 3.  Analisis Sidik Ragam Pengaruh 2,4-D terhadap prosestase kalus yang tumbuh dan 
berat basah kalus 
Berat basah 
kalus 
No 
Sumber 
keragaman 
Df SK MS F hitung 
F table 
F 5% F 1% 
1 Ulangan 2 2,00 1,00 0,06
 ns
 5,14 10,92 
2. Perlakuan 3 62,25 20,75 1,15
 ns
 4,76 9,78 
3 Galat 6 108,00 18,00 - - - 
4 Total 11 172,25 - - - - 
Prosentase 
kalus yang 
tumbuh 
1 Ulangan 2 338,54 169,27 2,60
ns
 5,14 10,92 
2. Perlakuan 3 468,75 156,25 2,40
 ns
 4,76 9,78 
3 Galat 6 390,63 65,10 - - - 
4 Total 11 1197,92 - - - - 
Keterangan : 
ns
 tidak berbeda nyata 
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Type kalus yang terbentuk sebagian besar berupa kalus embrionik (Tabel 1) yang bersifat 
remah dan berwarna hijau karena mengandung  klorofil hal ini menunjukkan bahwa 
kemungkinan kalus dapat terdiferensiasi membentuk organ tanaman. 
KESIMPULAN 
 
Berdasarkan penelitian ini dapat disimpulkan bahwa penggunaan 2,4-D 15 µM dapat 
digunakan untuk menumbuhkan kalus embrio muda kedelai Slamet. 
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